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RESUMO 
 
A quantidade de pessoas obesas no mundo vem crescendo, juntamente às 
morbidades associadas a esta doença. As terapias anti-obesidade atuais mostram-se 
pouco eficientes, principalmente a longo prazo, e estão associadas a efeitos colaterais 
significativos. Há duas formas para se perder peso: pela diminuição da oferta 
energética ou pelo aumento do gasto calórico. Uma das formas de aumentar o gasto 
energético em mamíferos é pela estimulação dos adipócitos marrons/beges e 
aumento de sua função, fenômenos que se correlacionam principalmente com níveis 
elevados de expressão e atividade da proteína UCP1. Já são conhecidas algumas 
condições capazes de regular a expressão e atividade de UCP1, dentre elas a 
exposição crônica ao frio, o exercício físico, um meio social rico e a caquexia devida 
ao câncer. Essas condições atuam por meio de mecanismos celulares autônomos, 
como por exemplo a regulação de fatores de transcrição em pré-adipócitos ou 
adipócitos, e não autônomos, como por meio de sinalização via hormônios e outras 
moléculas circulantes. O conhecimento e o estudo dessas moléculas circulantes que 
atuam no tecido adiposo aumentando sua característica marrom/bege é essencial 
para o desenvolvimento de estratégias farmacológicas mais eficientes e seguras que 
possam ajudar a combater o quadro mundial de obesidade. Nós observamos, nos 
nossos dados preliminares, que soro de camundongos submetidos à restrição 
dietética (RD) é capaz de modular a expressão de Ucp1 in vitro em adipócitos murinos 
derivados do tecido adiposo marrom. Isto parece ser devido a uma ou mais moléculas 
circulantes presentes no soro dos animais alimentados ad libitum capazes de induzir 
Ucp1 de maneira dose-dependente. Esta(s) molécula(s) está(ão) muito reduzida(s) ou 
ausente(s) no soro de animais submetido a DR. Apesar de nenhum efeito funcional 
ter sido detectado nas células 9B diferenciadas, este(s) fatores(s) parece(m) estimular 
especificamente a transcrição de Ucp1 ou estabilizar seu transcrito. Além disso, este 
efeito é reproduzido quando utilizado soro de ratos submetidos ao mesmo protocolo 
de DR, indicando haver conservação entre espécies. Finalmente, esta(s) molécula(s) 
é/são proteína(s) ou dependente(s) de proteínas para atuar e não agem via β-
adrenérgica. A identificação da(s) molécula(s) responsável(eis) por tal função poderá 
abrir novos caminhos para o desenvolvimento de fármacos capazes de combater a 
obesidade. 
 
 
ABSTRACT 
 
The prevalence of obesity has been growing worldwide alongside its comorbidities. 
Current anti-obesity therapies appear to be poorly efficient, especially on the long-term, 
and are associated with significant side effects. There are two ways to lose weight: by 
decreasing energy intake or increasing energy expenditure. One way to increase 
energy expenditure in mammals is through the stimulation of brown/beige adipocytes 
and the increase in their function. This phenomenon usually correlates with high levels 
of UCP1 expression and activity. Some conditions capable of regulating UCP1 
expression and function have already been described. Among them, there is chronic 
cold exposure, exercise, an enriched social environment, and cancer cachexia. These 
conditions act through cell autonomous mechanisms, such as by regulating 
transcription factors in preadipocytes or adipocytes, and cell non-autonomous 
mechanisms, such as by signaling through hormones and other circulating molecules. 
The study and understanding of the circulating molecules that act in adipose tissue to 
increase its brown/beige characteristics is essential for the development of more 
efficient and secure pharmacological strategies that could help to mitigate the global 
scenario of obesity. We observed, based on our preliminary results, that serum of mice 
subjected to dietary restriction modulates the expression of Ucp1 in vitro in mouse 
adipocytes derived from brown adipose tissue. This seems to be due to one or more 
circulating molecules present in the serum of ad libitum-fed individuals that induce 
Ucp1 in a dose-dependent manner. These molecules are absent or very low in serum 
of DR-subjected individuals. Even though no functional effect was observed in 
differentiated 9B cells, it seems to stimulate Ucp1 transcription or to stabilize its 
transcript. Interestingly, this effect can be reproduced using serum of rats indicating 
species conservation. These circulating molecules are likely proteins or protein-
dependent molecules and do not act through β-adrenergic pathway. This/these 
molecule(s) may bring insights into the development of new drugs to combat obesity. 
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1. Introdução 
 
1.1. Obesidade 
De acordo com dados da Organização Mundial da Saúde, a população 
mundial com obesidade mais do que dobrou nos últimos 35 anos. No ano de 2014, 
foram diagnosticadas por volta de 600 milhões de pessoas com obesidade no mundo 
[1]. É conhecida a relação entre a obesidade e o risco elevado de doenças crônicas 
como diabetes do tipo 2, doenças cardiovasculares, osteoartrite, problemas 
respiratórios, e alguns tipos de câncer [2]. Além disso, a obesidade traz diversas 
consequências sociais e psicológicas, como a baixa autoestima e a depressão [3]. 
Dessa forma, várias evidências mostram que a perda de peso é suficiente para 
melhorar significativamente a qualidade de vida de indivíduos obesos [4][5][6]. 
Algumas intervenções capazes de promover perda de peso são a restrição 
dietética, o aumento da atividade física, a terapia comportamental, cirurgias que visam 
a redução de peso e a farmacoterapia [2]. As três primeiras estão geralmente 
associadas com um nível baixo de sucesso a longo prazo (cerca de 15%) [7], 
mostrando-se assim pouco eficientes. A cirurgia bariátrica é a opção de tratamento da 
obesidade com o efeito mais dramático em se tratando de perda de peso, 
principalmente a longo prazo [8]. Apesar disso, esta é também a estratégia mais 
invasiva e acompanhada pelos maiores riscos, com possíveis complicações pós-
operatórias como problemas na absorção de nutrientes e hiperparatireoidísmo 
secundário [9]. Esta intervenção também é de certa forma restrita, pois devido aos 
riscos envolvidos, só deve ser aplicada aos pacientes com um grau avançado de 
obesidade [10].  
Os fármacos utilizados atualmente para o tratamento da obesidade, por 
outro lado, ou se mostram ineficientes a longo prazo ou possuem efeitos colaterais 
que inviabilizam sua recomendação por longos períodos (com a única exceção feita 
ao Orlistat que, apesar de causar sintomas negativos, é o único aprovado no Brasil 
para o tratamento contínuo) [10]. Dentre os problemas gerados pela administração de 
fármacos que limitam a ingestão energética, tanto pela supressão do apetite como 
pela diminuição da absorção intestinal, estão o aumento do risco de cardiopatias, de 
hipertensão e de insônia, de sintomas depressivos, de problemas gastrointestinais, 
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dentre outros [11]. Os fármacos com mecanismos de ação termogênica como as 
glitazonas acabam por atuar de forma indireta, aumentando o tônus adrenérgico, por 
exemplo, e promovendo o gasto energético. Pela ação inespecífica, eles se tornam 
muito mais arriscados, possuindo efeitos colaterais indesejáveis [12].  
Por estas razões, percebe-se a necessidade do desenvolvimento de novas 
terapias que sejam ao mesmo tempo eficientes em tratar a obesidade e apresentem 
menos efeitos colaterais. 
1.2. Tecido Adiposo 
O tecido adiposo é um tipo de tecido conjuntivo presente em várias regiões 
do corpo, como na camada subcutânea, entre os músculos, ao redor dos rins e 
coração e na cavidade abdominal [13]. Cada depósito de tecido adiposo  
apresentando entre si diferenças metabólicas, estruturais e funcionais [14]. Em todos 
os depósitos, o adipócito é o tipo celular mais comum e mais peculiar. Essas células 
são derivadas da diferenciação a partir de um pool de pré-adipócitos oriundos de 
células tronco mesenquimais residentes no tecido adiposo, um processo que acontece 
durante o desenvolvimento embrionário, no período pós-natal e em resposta a 
estímulos fisiológicos no adulto, o que é consistente com a plasticidade característica 
deste tecido [15].  
Há pelo menos três tipos de adipócitos: o adipócito branco, o adipócito 
marrom e o adipócito bege (também chamado de marrom induzível ou brite, do inglês 
brown-in-white) [16]. Todos os adipócitos são derivados da mesoderme, porém podem 
possuir precursores diferentes. De uma maneira geral, em camundongos, grande 
parte dos adipócitos brancos e beges são derivados de linhagens adipogênicas de 
células Myf5-negativas, enquanto o adipócito marrom clássico é derivado da linhagem 
miogênica de células Myf5-positivas [17]. 
O adipócito branco caracteriza-se por ser unilocular, ou seja, possuir a 
capacidade de armazenar uma grande quantidade de lipídios em uma única gotícula 
no seu citoplasma, que consiste em aproximadamente 90% do volume celular [18]. 
Este tipo de adipócito é responsável principalmente por armazenar energia na forma 
de triglicérides e manter o equilíbrio energético do organismo liberando ácidos graxos 
quando o organismo se encontra em situação catabólica. Além disso, o adipócito 
branco e os depósitos de tecido adiposo branco (TAB) produzem uma gama variável 
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de adipocinas e outras moléculas que caracterizam esses tecidos como importantes 
centros de controle endócrino do metabolismo [16]. O acúmulo de TAB na cavidade 
visceral é um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento de doenças 
relacionadas à obesidade, em parte pela proximidade entre esses depósitos e o 
fígado, que acaba sofrendo um impacto maior dos ácidos graxos livres e moléculas 
inflamatórias secretadas pelo tecido adiposo hipertrofiado [18]. 
O adipócito marrom clássico é caracterizado pelo acúmulo de gotículas 
lipídicas multiloculares, pela grande quantidade de mitocôndrias e pela expressão da 
proteína mitocondrial desacopladora de tecido adiposo marrom (UCP-1) [19]. Quando 
ativada, esta proteína desacopla a cadeia transportadora de elétrons destinados à 
produção de ATP, tendo como consequência a liberação controlada de energia 
química na forma de calor e a canalização de ácidos graxos para a β-oxidação, além 
da captação aumentada de glicose [16]. Observa-se, portanto, que o tecido adiposo 
marrom (TAM) é um tecido metabolicamente muito ativo. Em camundongos, o tecido 
adiposo marrom é encontrado em um depósito bem definido na região interescapular, 
mas em humanos adultos a sua distribuição é mais dispersa. Humanos recém-
nascidos têm TAM localizado principalmente ao redor do pescoço e de grandes vasos 
sanguíneos no tórax, porém esses depósitos são progressivamente substituídos por 
TAB [15]. Em adultos, adipócitos multiloculares UCP-1-positivos são encontrados nas 
regiões cervical e supraclavicular entre depósitos de gordura branca [20].  
Sabe-se que a exposição ao frio crônica é capaz de estimular a atividade 
do TAM tanto em roedores quanto em humanos, aumentando assim o gasto 
energético por meio da termogênese sem tiritação [16]. Parte desses efeitos é 
conferida pelo recrutamento de novos adipócitos UCP-1-positivos em alguns 
depósitos de TAM, os chamados adipócitos beges [21]. Esta característica, chamada 
frequentemente de “browning” do tecido adiposo, é reversível e é perdida quando a 
temperatura ambiente retorna à termoneutralidade do animal [21]. Dessas formas, a 
ativação do TAM combinada com o recrutamento de células beges pode contribuir 
para o aumento em até 50% e 32% do gasto energético em roedores e humanos, 
respectivamente [22][23]. Além disso, células marrons e beges contribuem de forma 
bastante significativa para o clearance de glicose e triglicérides quando 
funcionalmente ativos [24]. Assim, a ativação ou diferenciação seletiva de adipócitos 
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marrons/beges vem sendo proposta como uma alternativa eficiente para o tratamento 
da obesidade e suas complicações [25]. 
1.3. Estratégias para a Indução de “Browning” 
A exposição crônica ao frio é talvez o estímulo mais eficiente e consagrado 
de indução de “browning” em mamíferos. Apesar disso, no aspecto terapêutico, esta 
é uma intervenção pouco confortável e praticamente inviável para aplicação em 
humanos. Além do frio, outras intervenções também são capazes de induzir 
“browning”, como o exercício físico, enriquecimento ambiental, a caquexia devida ao 
câncer e alguns hormônios e reguladores da transcrição gênica [26].  
Alguns tipos de exercício físico são capazes de induzir a expressão de 
PGC1-α, um co-regulador de transcrição que possui diversos efeitos benéficos no 
organismo, sendo um deles a indução de “browning” no TAB subcutâneo [27]. Parte 
destes efeitos são devido à liberação no sangue de moléculas como a irisina [28], 
lactato [29] ou METRNL [30]. A segunda intervenção citada, o enriquecimento 
ambiental, envolve um ambiente com interações sociais e entretenimento (para 
roedores, isso inclui rodas de atividade espontânea, presença regular de brinquedos 
e labirintos). Este ambiente induz a liberação no hipotálamo do fator neurotrófico 
BDNF, capaz de ativar o sistema nervoso simpático pela liberação sérica de 
catecolaminas, induzindo assim o “browning” [31][21]. Em situação de câncer, o 
“browning” é induzido em partes pela liberação de interleucina 6 (IL-6) e PTHrP na 
circulação, agravando o processo de caquexia [32][33]. Além dessas, outras 
moléculas circulantes estão envolvidas no processo de “browning” no contexto da 
exposição ao frio ou de outros estímulos fisiopatológicos. Como exemplo temos: 
catecolaminas, FGFs, BMPs, GDF5, peptídeos natriuréticos, prostaglandinas, VEGF, 
ácido β-aminoisobutírico, etc. De uma maneira geral, estas moléculas atuam direto no 
TAB ou no TAM potencializando a termogênese e a utilização de substratos, 
aumentando o gasto energético e protegendo assim animais contra obesidade e 
resistência à insulina induzidas por dieta [Revisado por [26]].  
Dessa forma, o entendimento de como moléculas circulantes atuam no 
tecido adiposo promovendo uma característica marrom/bege aos adipócitos é 
essencial para o desenvolvimento de estratégias farmacológicas mais eficientes e 
seguras que possam ajudar a combater a obesidade e suas complicações.   
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2) Resultados Preliminares 
2.1. “Screening” para Identificar Moduladores de Ucp1 
Para a identificação de fatores circulantes que afetam a expressão de Ucp1 
(indicador de modulação da função de adipócitos marrons/beges e do processo de 
“browning”), nosso laboratório utilizou pré-adipócitos imortalizados provenientes do 
tecido adiposo marrom de camundongos que expressam o gene da luciferase sob o 
controle do locus gênico de Ucp1 (células Ucp1-luc TAM, cedidas gentilmente pelo 
Prof. Dr. Shingo Kajimura, UCSF)[34], os quais foram diferenciados em adipócitos in 
vitro e incubados com soro de camundongos submetidos a diferentes intervenções 
metabólicas.  
Dentre essas condições havia soro de animais de diferentes idades, de 
diferentes genótipos e submetidos a diferentes períodos e tipos de restrição dietética 
(RD), à alimentação por tempo restrito, ao exercício físico, à exposição crônica ao frio, 
à dieta hiperlipídica, ou ao tratamento com CL-316,243 (agonista do receptor β3-
adrenérgico), 2,4-dinitrofenol (um desacoplador químico de mitocôndrias), vitamina C 
(antioxidante) ou ativador farmacológico da via de processamento de miRNAs. Após 
a incubação de 24h com os soros, a atividade da luciferase foi medida como 
indicadora da expressão de Ucp1. Cada condição foi analisada em comparação com 
o soro dos animais controle de cada respectiva coorte. Uma triagem piloto foi feita 
contendo 69 pools de soros independentes (N = 3 – 6 animais por pool). Nesta triagem 
não foram realizadas duplicatas. Algumas condições tinham mais de um pool, 
representando diferentes coortes de animais. 
Para as validações subsequentes, foram selecionados os soros que 
apresentaram maiores diferenças. Para esses o experimento foi repetido com um N 
maior de soros por condição. Nestes testes, o único soro que resultou em diferenças 
significativas e reprodutivas na atividade da luciferase (redução de 44-72%) foi o soro 
do animal submetido ao protocolo de restrição dietética por um mês. Este protocolo 
consiste na redução progressiva da ingestão alimentar em até 40% (ver Material e 
Métodos para maiores informações). O resultado se mostrou consistente tanto na 
condição em que foram feitos pools dos animais de uma mesma coorte (Figura 1A) 
ou quando o soro dos animais foi aplicado individualmente (Figura 1B). Como controle 
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positivo, houve um grande aumento na atividade da luciferase de células incubadas 
com o soro de animais tratados com CL-316,243 ou incubadas diretamente com CL-
316,243 (dados não mostrados), mostrando que os resultados obtidos não foram 
artefatos do método. 
 
Figura 1. Soro de camundongo submetidos à restrição dietética reduz a 
expressão de Ucp1 de pré-adipócitos marrons diferenciados. Camundongos 
machos de 12 semanas foram submetidos ao protocolo de restrição dietética por um 
mês. A atividade da luciferase foi medida em células diferenciadas Ucp1-luc TAM após 
incubação com 5% de soro de camundongo por 24h. A) Pool de soro de camundongo 
de coortes independentes. Em cada pool havia soros de pelo menos 3 animais. B) 
Soro individuais de camundongos de duas coortes independentes. N=6-7. Valores 
representam a média+/-erro padrão. *P<0,05 (Teste t de student). AL, dieta Ad 
Libitum. RD, restrição dietética. ULR, unidade de luminescência relativa. 
 
3) OBJETIVOS 
   3.1.  Objetivo Geral: Caracterizar efeitos metabólicos do soro de roedores 
submetidos à restrição dietética sobre adipócitos murinos. 
   3.2. Objetivos Específicos:  
• Caracterizar efeitos metabólicos do soro de roedores submetidos à dieta 
ad libitum ou RD sobre adipócitos marrons diferenciados de 
camundongos;  
• Caracterizar efeitos do soro de roedores submetidos à dieta ad libitum ou 
RD sobre a diferenciação de pré-adipócitos de camundongos (derivados 
do TAM ou TAB subcutâneo). 
16 
 
• Comparar efeitos encontrados in vitro com o perfil nos tecidos adiposos 
dos animais submetidos à dieta ad libitum ou RD. 
 
4) Resultados 
 
4.1. Aplicação em um novo tipo celular 
Outro tipo celular foi utilizado para corroborar os nossos dados, assim, o 
mesmo teste foi realizado em células 9B que, assim como as células Ucp1-luc, são 
um tipo de linhagem celular de pré-adipócitos imortalizados provenientes de tecido 
adiposo marrom de camundongos [35]. As células foram diferenciadas da mesma 
maneira que as anteriores e foram tratadas com replicatas de um mesmo pool de 
soros de camundongos de duas coortes diferentes. A expressão de Ucp1 foi analisada 
por RT-qPCR após a extração do RNA total das células incubadas 24h com os soros 
(Figura 2). O mesmo padrão observado nos resultados preliminares entre os grupos 
tratados com soro AL e RD foi observado, porém com diferença significativa somente 
em uma das coortes (Figura 2A).  
 
Figura 2. Soro de camundongos submetidos à restrição dietética em baixas 
concentrações tende a reduz a expressão de Ucp1 de pré-adipócitos marrons 
diferenciados. Camundongos machos de 12 semanas foram submetidos ao 
protocolo de restrição dietética por um mês. A expressão de Ucp1 foi medida por RT-
qPCR em células diferenciadas 9B após incubação com 5% do pool de soros de 
camundongos por 24h. Foram realizadas de 3-4 replicatas experimentais. A e B 
representam incubações com o pool de soros de camundongos provenientes de 
coortes diferentes. A) Em cada pool havia soros de pelo menos 7 animais. B) Em cada 
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pool havia soros de pelo menos 10 animais. Valores representam a média +/- SEM. 
*p<0.05 (Teste t).  AL, dieta Ad Libitum. RD, restrição dietética. 
 
Considerando que a mudança do tipo celular poderia ter acrescentado 
alguma variável ao experimento, entretanto que o padrão observado nos resultados 
preliminares mais de uma vez foi mantido em um dos grupos, acreditou-se que o 
mesmo não significava um artefato do experimento, contudo outros testes foram 
realizados para ver se o efeito observado era real e reprodutível. 
 
4.2.  Análise do padrão do efeito dos soros de camundongos 
Primeiramente, foi realizado um experimento de concentração-resposta 
para encontrar a concentração mínima de soro capaz de modular Ucp1 entre os 
grupos. Para tal, o pool de soros de cada grupo foi titulado e adicionado à cultura 
celular em concentrações crescentes (de 0% a 20%) e uma relação entre os níveis de 
RNAm de Ucp1 e a concentração de soro foi obtida (Figura 3A). Este experimento 
também era essencial para avaliar se o(s) componente(s) responsável(eis) pelo 
fenótipo observado era(m) regulador(es) positivo(s) ou negativo(s) de Ucp1. A coorte 
de animais utilizada neste experimento foi a mesma da figura 2B, que inicialmente não 
apresentou diferença estatística em Ucp1 nas células 9B quando tratadas com 5% do 
pool de soros dos mesmos animais.  
Observou-se que, independentemente do tipo e quantidade de soro com 
que foram tratadas, as células 9B tinham a expressão de Ucp1 diminuída em relação 
à ausência de soro, indicando que todos os soros utilizados na análise possuem 
fatores que inibem a expressão deste gene. Foi possível observar que com o aumento 
da concentração do soro AL houve um aumento nos níveis de Ucp1, indicando a 
presença de um fator neste soro que estimula a expressão de Ucp1. Este efeito não 
foi observado quando o tratamento das células foi feito com soro de RD, o que sugere 
que a(s) molécula(s) necessária(s) para a ativação da expressão de Ucp1 está(ão) 
diminuída(s) ou ausente(s) no soro obtido do grupo RD. Além disso, concentrações 
crescentes de soro fetal bovino (SFB - Sigma, cat. F2442, lote 11B824) resultaram em 
resposta inversa se comparada ao soro AL, promovendo a inibição de Ucp1 de forma 
concentração-dependente.  
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Figura 3. Fator(es) que estimula(m) a expressão de Ucp1 está(ão) ausente(s) no 
soro de camundongos submetidos à RD e em soro fetal bovino (SFB) comercial. 
Camundongos machos de 12 semanas foram submetidos ao protocolo de restrição 
dietética por um mês. A expressão de Ucp1 foi medida por RT-qPCR em células 
diferenciadas 9B após incubação com concentrações crescentes (0 a 20%) do pool 
de soros de camundongos por 24h. Em cada pool havia soros de pelo menos 10 
animais. Cada ponto representa a média de 3 replicatas experimentais. A) Curva 
dose-resposta após incubação com soros em diferentes concentrações. Valores 
representam a média +/- SEM. *p<0.05 (Two-way ANOVA com pós teste de 
Bonferroni) B) Expressão de Ucp1 das células após incubação com 7,5% de soro de 
camundongos. Valores representam a média +/- SEM. *p<0.05 (Teste t).  AL, dieta Ad 
Libitum. RD, restrição dietética. SFB, soro fetal bovino. 
 
Após aplicado o teste two-way ANOVA, observou-se que os grupos AL e 
RD começaram a apresentar diferença estatística a partir da concentração de 10% de 
soro. Contudo, ao aplicar o teste t entre os grupos tratados com soro AL e RD a 7,5% 
de soro encontrou-se uma diferença estatisticamente significante (Figura 3B). 
Observando a similaridade do grupo 7,5% e 10% de soro, logo, foi questionado se a 
concentração de 7,5% de soro já seria quantidade suficiente para apresentar o 
fenótipo de modulação de Ucp1, uma vez que seria interessante utilizar a menor 
quantidade de soro possível devido ao rendimento baixo de soro que é possível coletar 
de cada camundongo.  
Para definir se 7,5% seria a melhor concentração para ser utilizada nos 
futuros tratamento das células, foi realizado um experimento em adipócitos 9B onde 
cada poço foi incubado com esta concentração de soros individuais de animais. 
Acreditou-se que esta estratégia fosse importante para entender se a contribuição de 
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cada animal no efeito do pool de soros seria similar e para confirmar que o resultado 
obtido seria robusto o suficiente para continuar a análise (Figura 4). O resultado 
mostrou uma diferença clara e significativa entre os grupos AL e RD e uma variação 
individual aparentemente mais acentuada no grupo AL. De maneira geral, entende-se 
que os resultados da análise são robustos e que a concentração de 7,5% de soro é 
suficiente para gerar o fenótipo neste tipo celular. Desta forma, esta foi a concentração 
que foi utilizada nas análises futuras. 
 
Figura 4. Incubação com 7,5% de soro de camundongo submetidos à restrição 
dietética reduz a expressão de Ucp1 de pré-adipócitos marrons diferenciados. 
Camundongos machos de 12 semanas foram submetidos ao protocolo de restrição 
dietética por um mês. A expressão de Ucp1 foi medida por RT-qPCR em células 
diferenciadas 9B após incubação com 7,5% dos soros individuais de cada 
camundongo por 24h (n= 10-12). Cada ponto representa a média de 3 replicatas 
experimentais. Valores representam a média +/- SEM.  *p<0,05. (teste t). AL, dieta Ad 
Libitum. RD, restrição dietética.  
 
Para definir a cinética de regulação de Ucp1, células 9B foram incubadas 
com 7,5% de soro de camundongos e as amostras foram coletadas após 3, 6, 12, 24, 
48 e 72 horas. O transcrito de Ucp1 foi analisado por RT-qPCR (Figura 5B-D). A 
diferença de efeito dos tratamentos AL e RD na expressão de Ucp1 já pode ser 
observada após 3 horas de incubação e se mantém desta maneira por até 3 dias após 
o início do tratamento. Os níveis de Ucp1 nos dois grupos inicia-se bastante elevada, 
mas cai ao longo do tempo. O efeito de estabiliza (ou decai muito vagarosamente) 
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com 24 horas de tratamento e se mantém estável por mais 48 horas. É importante 
observar que mesmo após 72h de incubação, a morfologia das células se mantem 
normal, indicando que a presença do soro por períodos longos não afeta 
negativamente estas células quando adicionados após o processo de diferenciação.  
Os níveis de expressão de Ucp1 antes do tratamento com os soros de 
camundongos (tempo 0) apresentava-se similar ao observado no grupo AL com 3 
horas de tratamento (Figura 5A) indicando que, de fato, a simples troca do SFB pelo 
soro de camundongo já reduz progressivamente os níveis de Ucp1, porém após 24h 
este decaimento se estabiliza. Por este motivo, julgou-se que 24h de incubação era o 
tempo ideal para as análises seguintes.  
 
Figura 5. Soro de camundongos submetidos à restrição dietética altera a 
expressão de Ucp1 de adipócitos marrons diferenciados após 3 horas de 
tratamento e a diferença se mantém até 72h do início do tratamento. 
Camundongos machos de 12 semanas foram submetidos ao protocolo de restrição 
dietética por um mês. A expressão de Ucp1 foi medida por RT-qPCR em células 9B 
diferenciadas em adipócitos do tipo bege após incubação com 7,5% do pool de soros 
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de camundongos por A) 0, 3, 6 e 24 horas ou B) 3, 6, 12, 24, 48 e 72 horas. C e D) 
separação dos pontos indicados no gráfico A para permitir a visualização do 
fenômeno. Os gráficos A e B representam experimentos independentes. Em cada pool 
havia soros de pelo menos 10 animais. Cada ponto representa a média de 3 replicatas 
experimentais. Valores representam a média +/- SEM. **p<0.01 , **p<0.001 (Two-way 
ANOVA com pós teste de Bonferroni). AL, Ad Libitum. RD, restrição dietética.  
 
4.3. Efeito dos soros sobre o processo de diferenciação celular 
Foi questionado se os mesmos soros tinham algum tipo de efeito sobre a 
diferenciação de adipócitos, logo, pré-adipócitos 9B foram tratados com estes soros 
durante o processo de diferenciação para avaliar se estes seriam capazes de controlar 
a determinação da linhagem marrom dos adipócitos. O processo de diferenciação foi 
realizado como de costume (ver materiais e métodos), contudo, neste procedimento, 
todo SFB foi substituído por uma mistura de 7,5% de soro proveniente dos 
camundongos mais 7,5% de SFB (a incubação foi realizada a partir do primeiro dia de 
indução de diferenciação– dia 2).  
O soro fetal bovino foi utilizado juntamente com os soros de camundongo, 
pois já havia sido observado que o mesmo tratamento feito em células Ucp1-LUC 
somente com o soro de camundongos não permitia diferenciação dos pré-adipócitos 
para adipócitos, fazendo com que a morfologia destas células mudasse 
drasticamente, mas não no sentido esperado, não havendo nem início de acúmulo de 
lipídios e havendo uma grande quantidade de morte celular ou de descolamento das 
células da superfície da placa em todos os poços, inclusive no grupo AL, após 4 dias 
(dados não mostrados). 
Por este motivo, o processo de diferenciação celular foi realizado 
adicionando quantidades equivalentes de SFB e soro murinos em pool. Um grupo 
controle somente com SFB nas concentrações de 7,5% ou 15% também foi 
adicionado para avaliar se as concentrações dos soros já permitiriam a diferenciação 
celular. Inesperadamente, as células que continham a mistura de soros murinos e 
bovinos continuaram apresentando problemas para completar a diferenciação, sendo 
que no dia 6 do processo de diferenciação já era possível observar descolamento nas 
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laterais de cada poço e uma morfologia alterada, apesar de ser possível ver acúmulo 
de lipídios nas células, porém em quantidades inferiores ao observado em células 
tratadas com 7,5% ou 15% de SFB (Figura 6). Além disso, foi possível observar que 
o fenótipo de descolamento foi muito maior nos poços tratados com soro RD. Isso 
sugere que o soro de camundongos apresenta um fator dominante que interfere com 
a diferenciação de adipócitos ou com a sua adesão.  
 
Figura 6. Incubação com soro de camundongo submetidos à restrição dietética 
e soro fetal bovino impede o processo normal de diferenciação de pré-
adipócitos. Camundongos machos de 12 semanas foram submetidos ao protocolo 
de restrição dietética por um mês. Pré-adipócitos 9B foram incubados com 7,5% do 
mix de soros de camundongos e 7,5% de SFB ou somente SFB, além do coquetel de 
drogas utilizado no processo de diferenciação celular. Em cada pool havia soros de 
pelo menos 10 animais. As imagens são representativas destas células após 6 dias 
de tratamento. A) Imagem representativa após a incubação com 7,5% ou 15% de SFB. 
B) Incubação com 7,5% do mix de soros de camundongos AL (n=10-11) e 7,5% de 
SFB. C) Incubação com 7,5% do mix de soros de camundongos RD (n=10-11) e 7,5% 
de SFB. O processo de diferenciação foi descontinuado devido o descolamento do 
tapete celular observado qualitativamente nas imagens B e C. 
 
4.4. Exclusão de fatores de confusão da análise   
O fenótipo observado na figura 3 indica que há um ou mais fator(es) 
presente(s) no soro AL que é capaz de estimular especificamente a expressão de 
Ucp1 ou alguma via que leva a este aumento, contudo questionou-se se isto se daria 
por um mecanismo inespecífico. A fim de descartar esta possibilidade, duas hipóteses 
foram levantadas. A primeira foi: o soro RD possui um fator nocivo para as células ou 
não possui algum fator protetor. Desta forma os adipócitos estariam morrendo e por 
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isso haveria uma diminuição de Ucp1.  Esta possibilidade parecia bastante plausível, 
principalmente pelo padrão de descolamento celular mais acentuado ao tratar as 
células com este soro durante a diferenciação.  
 
Figura 7. Soro de camundongos submetidos à RD em pré-adipócitos murinos 
diferenciados não leva a maior taxa de morte celular. Camundongos machos de 
12 semanas foram submetidos ao protocolo de RD. Células 9B diferenciadas foram 
incubadas com 7,5% de um pool de soros dos camundongos por 24h. A) A expressão 
da proteína CASP3 foi medida por Western Blot do extrato proteico das células(n=3). 
Em cada pool havia soros de pelo menos 10 animais. B, C e D) Co-marcação de 
Hoechst 33342 (azul) e Iodeto de propídeo (IP) (vermelho). As imagens foram 
adquiridas em microscópio de fluorescência invertido com filtros de cores apropriados 
para a análise. Em D foi adicionado hipoclorito de sódio (50%) por 3 minutos e em 
seguida foi realizada a marcação. E) Quantificação do número de células positivas 
para IP por imagem. Pontos representam a razão do número de células marcadas 
com IP pelo número de células totais por imagem (n=38). Valores representam a 
média +/- SEM. Nenhuma diferença estatística foi observada entre os grupos (Teste 
t). AL, Ad Libitum. RD, restrição dietética. β-tub, beta tubulina. Ctrl+, Controle positivo. 
 
Para testar esta primeira hipótese foi avaliado se o tratamento com 7,5% 
dos soros induzia morte celular após a incubação com soro AL e RD por 24h em 
células 9B diferenciadas. Para isso foram realizadas duas abordagens. Em uma 
primeira abordagem, foi obtido o extrato proteico de células após a incubação com o 
soro e foi realizado Western blot para avaliar os níveis da expressão proteica de 
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Caspase 3 (CASP3) clivada (forma ativa da proteína), um indicativo de ativação de 
apoptose. Extrato de pré-adipócitos foram usados como controle negativo da análise 
e pré-adipócitos induzidos à apoptose foram usados como controle positivo. O ensaio 
de indução de apoptose foi realizado assim como em [36], onde foi mostrada clivagem 
da proteína CASP3 após a incubação com H2O2 (0.3mM) por 12h em meio sem soro. 
Não foi observada diferença entre os grupos, indicando que o grupo RD não deixou 
de aumentar Ucp1 por indução de morte celular por apoptose (Figura 7A). Como a 
apoptose não é a única forma de morte celular existente, foi realizada uma segunda 
abordagem mais abrangente para confirmar se este efeito se daria por outras vias. Foi 
realizado um ensaio de co-marcação de fluorescência em células 9B diferenciadas 
após a incubação com os soros AL e RD por 24h. O núcleo celular foi marcado por 
Hoechst 33342 e as células mortas com iodeto de propídeo (IP). Então, imagens dos 
poços marcados foram capturadas (Figura 7B-E). Foi realizada a contagem de número 
de células mortas e núcleos pelo software ImageJ e a análise foi realizada pela 
comparação entre grupos da razão das células mortas pelo número total de células 
de cada imagem. O ensaio mostrou não haver nenhuma diferença entre os grupos. 
Desta maneira, é possível concluir que, pelo menos após a diferenciação completa 
das células em adipócitos, nenhum dos soros de camundongo apresenta maior efeito 
sob a indução de morte nas células 9B.  
Uma segunda hipótese seria: as células tratadas com o soro AL estariam 
induzindo um fenótipo de aumento da diferenciação celular pela ativação das vias já 
conhecidas que são capazes de induzir aumento de Ucp1, porém, algo no soro RD 
estaria impedindo a ativação destas vias. Fomos primeiramente analisar se havia 
diferença nestas vias, esperando observar a ativação destas pelo soro AL e não pelo 
soro RD. Foi medida, então, a expressão do RNAm de alguns genes associados à 
diferenciação de adipócitos marrons e/ou da ativação da função termogênica dessas 
células, como Prdm16, Ppargc1a (PGC-1α) e Elovl3 [37]. Ao contrário do esperado, a 
expressão de nenhum dos genes citados estava diferente entre os grupos (Figura 8). 
Estes genes também não estavam alterados após 3 ou 6 horas do tratamento (Figura 
9). 
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Figura 8. Incubação por 24h com 7,5% de soro de camundongos submetidos à 
restrição dietética não é capaz de interferir na expressão de alguns genes 
relacionados à diferenciação de adipócitos marrons. Camundongos machos de 
12 semanas foram submetidos ao protocolo de restrição dietética por um mês. A 
expressão do RNAm foi medida por RT-qPCR em células diferenciadas 9B após 
incubação com 7,5% dos soros individuais de cada camundongo por 24h (n= 10-12). 
A) Expressão do RNAm de Prdm16. B) Expressão do RNAm de Elovl3. C) Expressão 
do RNAm de Pgc1α. Cada ponto representa a média de 3 replicatas experimentais. 
Valores representam a média +/- SEM. Nenhuma diferença estatística foi encontrada 
entre os grupos (Teste t). AL, dieta Ad Libitum. RD, restrição dietética. 
Figura 9. Incubação por 3 ou 6 horas com 7,5% de soro de camundongos 
submetidos à restrição dietética não é capaz de interferir na expressão de 
alguns genes relacionados à diferenciação de adipócitos marrons. 
Camundongos machos de 12 semanas foram submetidos ao protocolo de restrição 
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dietética por um mês. A expressão do RNAm foi medida por RT-qPCR em células 
diferenciadas 9B após incubação com 7,5% do pool de soros dos camundongos. Em 
cada pool havia soros de pelo menos 16 animais. A,B) Expressão do RNAm de 
Prdm16 após 3(A) ou 6(B) horas de inbubação. C,D) Expressão do RNAm de Elovl3 
após 3(C) ou 6(D) horas de inbubação. E,F) Expressão do RNAm de Pgc1α após 3(E) 
ou 6(F) horas de inbubação. Cada ponto representa a média de 3 replicatas 
experimentais. Valores representam a média +/- SEM. Nenhuma diferença estatística 
foi encontrada entre os grupos (Teste t). AL, dieta Ad Libitum. RD, restrição dietética. 
 
4.5.  Especificidade na ativação da expressão de Ucp1 
Para continuar investigando se a ativação de Ucp1 pelo soro é realmente 
específica decidimos analisar de maneira indireta alguns parâmetros mitocondriais, 
uma vez que a biogênese mitocondrial está fortemente relacionada com a ativação da 
função do TAM e possui muitas vias de sinalização comuns às vias conhecidas 
capazes de estimular a expressão de Ucp1 [38]. Nenhuma diferença foi observada no 
potencial de membrana mitocondrial analisado por Mitotracker Red CMXRos (Figura 
10) e, em se tratando da massa mitocondrial analisada pela atividade da enzima citrato 
sintase, o fenótipo observado foi inclusive o contrário do esperado, ou seja, células 
tratadas com soro AL apresentam menor massa mitocondrial do que as do grupo 
tratado com soro RD (Figura 11). 
 
Figura 10. Pré-adipócitos marrons diferenciados incubados com 7,5% soro de 
camundongos submetidos à restrição dietética não apresentam diferenças no 
potencial de membrana da mitocôndria. Camundongos machos de 12 semanas 
foram submetidos ao protocolo de restrição dietética por um mês. Células 9B 
diferenciadas foram incubadas com o pool de soros de camundongos e após 24h o 
núcleo foi marcado com Hoechst 33342 e as mitocôndrias marcadas com MitoTracker® 
27 
 
Red CMXRos. Em cada pool havia soros de pelo menos 10 animais. As células foram 
fixadas com paraformaldeído 2% e as imagens foram obtidas usando objetiva de 63X 
com filtros apropriados para DAPI e Texas Red®. Valores representam a média +/- 
SEM. Nenhuma diferença estatística foi encontrada entre os grupos (Teste t). AL, dieta 
Ad Libitum. RD, restrição dietética. U.A., unidade arbitrária. 
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Figura 11. Células 9B tratadas com soro de camundongos submetidos à restrição 
dietética apresentam maior massa mitocondrial. Camundongos machos de 12 
semanas foram submetidos ao protocolo de restrição dietética por um mês. A cinética 
da enzima citrato sintase foi medida do extrato proteico de células diferenciadas 9B 
após incubação com o pool de soros de camundongos por 24h. Em cada pool havia 
soros de pelo menos 10 animais. Cada ponto representa a média de 3 replicatas 
experimentais. Foi realizado o teste de regressão linear e foi analisada a diferença do 
slope das curvas. Os pontos representam a média +/- SEM. p<0.0001. AL, dieta Ad 
Libitum. RD, restrição dietética. U.A., unidade arbitrária. 
 
4.6. Análise da conservação do efeito de soros RD entre espécies. 
Buscando compreender se o fenótipo observado era conservado entre 
espécies, foi realizado o mesmo protocolo de RD com ratos Wistar. Após o final do 
protocolo, estes foram eutanasiados e o soro foi coletado. Da mesma forma já descrita 
anteriormente, células 9B foram diferenciadas e incubadas com 7,5% de soro de ratos 
por 24h. O efeito do soro de ratos no transcrito de Ucp1 das células foi analisado por 
RT-qPCR e se apresentou similar ao efeito do soro dos camundongos, havendo uma 
diminuição de 54% no grupo RD em relação ao AL, indicando haver conservação da(s) 
molecula(s) responsável(eis) pelo efeito sobre o RNAm de Ucp1 nestes mamíferos 
(Figura 12).  
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Figura 12. Incubação com 7,5% de soro de ratos submetidos à restrição dietética 
reduz a expressão de Ucp1 de pré-adipócitos marrons diferenciados. Ratos 
Wistar machos de 12 semanas foram submetidos ao protocolo de restrição dietética 
por um mês. A expressão de Ucp1 foi medida por RT-qPCR em células diferenciadas 
9B após incubação com 7,5% do pool de soro dos animais por 24h. Em cada pool 
havia soros de 7 animais. Cada ponto representa a média de 3 replicatas 
experimentais. Valores representam a média +/- SEM.  *p<0,05. (teste t). AL, dieta Ad 
Libitum. RD, restrição dietética.  
 
 
4.7. Análise funcional das células 9B após a incubação com soros AL e RD 
de roedores. 
Para analisar se a diferença de expressão de RNAm de Ucp1 estava 
correlacionada com a funcionalidade da proteína de UCP1, foi realizado um ensaio de 
respiração celular pelo de teste de estresse de mitocôndria no equipamento XF24 
Analyzer (Seahorse Bioscience). A escolha da metodologia se deu pela baixa 
quantidade de amostra de soro necessária para a realização do teste.  
Antes da realização do ensaio, contudo, foi feito um teste inicial no 
oxímetro O2K Oroboros, para determinar a concentração ideal para utilização das 
drogas bloqueadoras e indutoras do teste. Neste teste foram utilizadas células 9B 
diferenciadas na presença de SFB que não passaram por nenhum tratamento (Fígura 
13A). 
Após a determinação da melhor concentração de drogas, ou seja, a que 
induzia a resposta máxima, células 9B foram diferenciadas em placas específicas do 
equipamento e após este processo foram incubadas com o soro de camundongo AL 
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ou RD por 24h. O meio de cultura foi então substituído pelo meio sugerido do 
fabricante suplementado com 25mM de glicose, 1mM de glutamina e 2mM de piruvato. 
Após uma hora de incubação na concentração atmosférica de 0% de CO2 e foi 
analisada a taxa de consumo de oxigênio (OCR). Esta foi mensurada em condição 
basal e após a adição dos seguintes fármacos nesta ordem: 2,5mM de oligomicina 
(inibidor da ATP sintase), 50µM de ácido retinóico (estimulador da atividade de UCP1), 
12µM de CCCP (desacoplador mitocondrial), 1µM de rotenona (bloqueador do 
complexo I mitocondrial)/1µM de antimicina (bloqueador do complexo III mitocondrial). 
Assim como indicado, além das drogas clássicas utilizadas neste tipo de 
teste, foi incluída uma etapa de estimulação com ácido retinóico, um estimulador da 
atividade de UCP1 [39][40]. Mesmo que houvesse diferença na quantidade de 
proteína, seria possível não observar nenhuma diferença na respiração na ausência 
de um estímulo. Para que fosse possível observar a capacidade máxima de 
extravasamento de prótons, um indicador de UCP1 funcional, este passo de adição 
de ácido retinóico foi incluído. 
Neste ensaio, as drogas tiveram pouco ou nenhum efeito nestas células 
(com exceção da antimicina e rotenona que inibiram a respiração drasticamente, 
assim como esperado) (Figura 13B).  
Para excluir a possibilidade de se ter atingido a capacidade máxima de 
detecção do equipamento e ao mesmo tempo excluir a possibilidade do ácido retinóico 
interferir na ação do CCCP, decidimos realizar o ensaio de respiração celular no 
equipamento Oroboros, uma vez que o aparelho não possui limitação de detecção 
máxima. Devido à baixa quantidade de soro de camundongo coletada e a alta 
demanda de soro para a realização do ensaio, foi realizada a análise com soro dos 
ratos, uma vez que o efeito sobre Ucp1 se mostrou similar ao observado com o de 
camundongos (Figura 12) e cujo volume obtido de soro é bastante superior. 
Inicialmente, não foi possível observar nenhuma diferença em nenhum dos 
parâmetros observados pelo ensaio, indicando que, ao menos o soro de ratos não tem 
nenhum efeito funcional nas células após 24h de incubação em células 9B 
diferenciadas (Figura 14).  
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Figura 13. Células 9B diferenciadas com soro de camundongos submetidos à 
restrição dietética não apresentam diferença na respiração celular. A) Traçado 
representativo teste para a determinação da concentração adequada das drogas 
estimulatórias e inibitórias. Células 9B foram diferenciadas e o consumo de oxigênio foi 
analisado pelo oxímetro O2K Oroboros. B) Camundongos machos de 12 semanas 
foram submetidos ao protocolo de restrição dietética por um mês. Células 9B foram 
diferenciadas e incubadas com o pool de soro dos camundongos por 24h. Em cada 
pool havia soros de pelo menos 16 animais. A taxa de consumo de oxigênio (OCR)  foi 
mensurada no equipamento XF24 Analyzer (Seahorse Bioscience) em condição basal 
e após a adição dos seguintes fármacos nesta ordem: 2,5mM de oligomicina, 50µM de 
ácido retinóico, 12µM de CCCP, 1µM de rotenona /1µM de antimicina.  Cada ponto 
representa a média de 3 replicatas experimentais de 3 coortes de animais (n=6). AL, 
dieta Ad Libitum. RD, restrição dietética. Oligo, oligomicina. Rote, rotenona. 
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Figura 14. Células 9B diferenciadas com soro de ratos submetidos à restrição 
dietética não apresentam diferença na respiração celular. Ratos machos de 12 
semanas foram submetidos ao protocolo de restrição dietética por um mês. Células 
9B foram diferenciadas e incubadas com o pool de soro dos ratos por 24h. Em cada 
pool havia soros de 5 animais. A taxa de consumo de oxigênio foi mensurada pelo 
oxímetro O2K Oroboros em condição basal e após a adição dos seguintes fármacos 
nesta ordem: 2,5mM de oligomicina, 12µM de CCCP, 1µM de rotenona /1µM de 
antimicina. A) Respiração basal e após a adição das drogas mencionadas. B) 
Turnover de ATP. C) Spare Capacity. D) Extravasamento de prótons. Cada ponto 
representa a média de 3 replicatas experimentais. AL, dieta Ad Libitum. RD, restrição 
dietética. Rot, rotenona. Ant, antimicina. 
 
4.8. Comparação do perfil observado in vitro com parâmetros dos animais 
submetidos à RD. 
Para avaliar se o perfil encontrado in vitro corrobora o mesmo processo in 
vivo, foi analisada a expressão proteica e gênica de UCP1 a partir de amostras de 
tecido adiposo marrom (tecido adiposo interescapular) e branco/bege (tecido adiposo 
inguinal) isolados dos mesmos animais dos quais foram coletados os soros utilizados 
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nas análises anteriores. Ao se realizar western blot e RT-qPCR dos tecidos coletados 
do animal, não foi possível detectar expressão proteica nem gênica de UCP1 no tecido 
adiposo branco. No tecido adiposo marrom, contudo, observou-se que os níveis de 
RNA e proteína deste gene não estavam afetados com os tratamentos, não 
relacionando com o efeito do soro nos adipócitos in vitro (Figura 15). Em paralelo, o 
soro de um grupo de animais submetidos à RD com suplementação de 40% de 
lipídeos (RD+oil) estava sendo investigado. A suplementação com lipídeos foi feita em 
quantidade suficiente para que os níveis deste nutriente se apresentassem em 
quantidades similares ao da ração AL, mas não aumentasse significativamente a 
quantidade calórica da dieta. Resultados preliminares indicavam que este soro era 
capaz de reverter o fenótipo de redução de Ucp1 in vitro (dados não mostrados). Este 
fenótipo não se mostrou reprodutível entre as coortes de animais, logo este grupo foi 
excluído das análises em algum ponto da investigação. 
      Expressão proteica
de UCP1
AL RD
RD
+o
il
0.0
0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
A)
U
n
id
a
d
e
 a
rb
it
rá
ti
a
 
Expressão de Ucp1
A
L
R
D
0.0
0.5
1.0
1.5
2.0
B)
F
o
ld
 c
h
a
n
g
e
 
Figura 15.  Proteína UCP1 e seu transcrito no TAM de camundongos submetidos 
à RD não são afetados. Camundongos machos de 12 semanas foram submetidos 
ao protocolo de restrição dietética por um mês. Os camundongos foram eutanasiados 
e o tecido adiposo coletado. A) Avaliação do perfil de UCP1 por Western Blot no tecido 
adiposo interescapular de camundongos submetidos à restrição dietética e 
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quantificação da expressão proteica (n= 15). B) Avaliação da expressão de RNAm de 
Ucp1 no tecido adiposo interescapular de camundongos submetidos à restrição 
dietética (n= 15). AL, Ad Libitum. RD, restrição dietética. DR+oil, Restrição dietética 
com suplementação de 40% de óleo de soja.  β-tub, beta tubulina. Valores 
representam a média +/- SEM. Nenhuma diferença estatística foi observada entre os 
grupos (One-way ANOVA ou teste t). 
 
Apesar de nesta análise não ter sido possível detectar UCP1 no TAB, é 
sabido de dados obtidos anteriormente por nosso laboratório (dados não mostrados), 
além de dados da literatura, que a RD é capaz de induzir um fenótipo de “browning” 
no TAB de camundongos [41]. Para compreender se este efeito poderia ser, pelo 
menos parcialmente, causado por algum fator circulante, foi realizado um ensaio com 
o soro AL e RD em células 9W (linhagem celular imortalizada de pré-adipócitos [35]). 
Estas células foram diferenciadas in vitro com os mesmos fatores de indução que as 
células 9B, ficando desta forma, com um fenótipo bege. Após a diferenciação, todo o 
SFB do meio de cultura foi substituído pelos soros de camundongos e as células foram 
incubadas por 24 horas. Após isto, observou-se que os níveis de expressão do 
transcrito de Ucp1 não apresentaram diferença significativa, com uma tendência a 
uma diminuição com o tratamento com soro RD (Figura 16).  
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Figura 16. Soro de camundongos submetidos à restrição dietética não altera 
significativamente a expressão de Ucp1 de pré-adipócitos brancos 
diferenciados. Camundongos machos de 12 semanas foram submetidos ao 
protocolo de restrição dietética por um mês. A expressão de Ucp1 foi medida por RT-
qPCR em células 9W diferenciadas em adipócitos do tipo bege após incubação com 
7,5% do pool de soros de camundongos por 24h. Em cada pool havia soros de pelo 
menos 10 animais. Cada ponto representa a média de 3 replicatas experimentais. 
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Valores representam a média +/- SEM. Não foi observada diferença estatística. AL, 
dieta Ad Libitum. RD, restrição dietética.  
 
A variação entre as amostras sugere que o ensaio deve ser repetido, 
contudo, indica que não há aumento dos níveis de Ucp1 no grupo RD, assim como 
observado in vivo no tecido do animal.  
 
4.9. Início da análise da natureza da(s) molécula(s) moduladora(s) de Ucp1. 
Para começar a compreender as características da(s) molécula(s) 
reguladora(s) de Ucp1 nos soros de roedores, assim como sua natureza, foram 
realizados alguns ensaios. 
Já são conhecidos os efeitos de agonistas beta adrenérgicos na 
diferenciação de adipócitos e que sua ativação leva ao “browning” do TAB [42]. Por 
este motivo, questionou-se se o efeito do soro observado in vitro ocorria via ativação 
beta adrenérgica. Para tal, foi realizado um pré-tratamento de 30 minutos em células 
9B diferenciadas com 1 μM de propranolol (bloqueador não seletivo de receptores β-
adrenérgico 1 e 2, sendo que na concentração escolhida age não especificamente, 
também bloqueando o receptor β-adrenérgico 3) ou 1μM H89 (inibidor da proteína 
quinase K, PKA) na ausência de soro. Logo após, as células foram incubadas com 
soro AL ou RD por 24h na presença ou não dos bloqueadores. O padrão da expressão 
de Ucp1 foi analisado por RT-qPCR. O efeito dos inibidores foi confirmado pela 
inibição do efeito do isoproterenol (agonista não seletivo do receptor beta-adrenérgico) 
(Figura 17B). Foi observado, portanto, que este(s) fator(es) responsáveis pelos efeitos 
dos soros de camundongo não são agonistas β-adrenérgicos ou ativadores 
downstream da via, uma vez que o efeito não é revertido pela presença dos inibidores 
do receptor ou de uma quinase essencial para a ativação da cascata de sinalização 
(Fig 17A). 
Para observar se o efeito modulatório de Ucp1 é causado por moléculas 
proteicas presentes nos soros dos camundongos, foi realizado o seguinte ensaio. Os 
soros de camundongo foram pré-tratados com proteinase K (60 μg/ml), na presença 
de antibióticos penicilina (100 U/L), estreptomicina (100 μg/mL) a 37ºC. Não foi 
possível desativar a proteinase K por temperatura (95ºC) assim como é recomendado 
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em alguns protocolos, uma vez que o soro gelatinizou ao ser submetido a esta 
temperatura. Por esta razão, a incubação dos soros com proteinase K foi realizada 
por 24h, para permitir que esta enzima realizasse ação autocatalítica e não tivesse 
efeito quando adicionadas às células. Uma alíquota de PBS, contendo as mesmas 
concentrações de proteinase K, penicilina e streptomicina foi incubada por 24h, 
obtendo-se assim, somente proteinase K inativada. Células diferenciadas 9B foram 
incubadas com soros AL e RD tratados ou não com proteinase K. Nos grupos controle 
foi adicionado PBS contendo proteinase K inativada. Em todas as células foi 
adicionado EDTA (54μM) – um inibidor parcial da atividade da proteinase K. Após 24h 
o RNAm de Ucp1 foi analisado por RT-qPCR. Um dos poços controle (contendo PBS 
com proteinase K inativada e EDTA) foi marcado com trypan blue (indicador de morte 
celular) e foi observado que a extensão de células mortas era baixa (dados não 
mostrados), indicando que o tratamento não afetou a viabilidade das células. 
O efeito observado nas células no grupo AL é drasticamente inibido após o 
pré-tratamento dos soros com proteinase K, indicando que este efeito em Ucp1 é 
causado por uma ou mais moléculas proteicas ou associadas à proteínas (Fig 18).  
 
 
Figura 17. Os efeitos dos soros de camundongo sobre a expressão de Ucp1 
são independentes da sinalização beta adrenérgica. Camundongos machos de 12 
semanas foram submetidos ao protocolo de restrição dietética por um mês. A 
expressão de Ucp1 foi medida por RT-qPCR em células diferenciadas 9B. Estas 
células foram pré-incubadas com ou sem 1 μM de propranolol (antagonista não 
seletivo do receptor β-adrenérgico) ou 1μM H89 (inibidor da PKA) por 30 minutos na 
ausência de soro. Depois foram incubadas com 7,5% de um pool de soro dos 
camundongos (A) ou 7,5% de soro fetal bovino +/- isoproterenol (1 μM) (B) por 24h. 
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Em cada pool havia soros de pelo menos 16 animais. Cada ponto representa a média 
de 3 replicatas experimentais. Valores representam a média +/- SEM. Em A, ##p<+/-
p<0001 (Two-way ANOVA com pós teste de Bonferroni). Em B, **p<0,01 , **p<0,001 
(One-way ANOVA com pós teste de Dunnett). AL, dieta Ad Libitum. RD, restrição 
dietética. Iso, Isoproterenol. Prop, propranolol. 
 
Figura 18. Um componente proteico presente no soro ad libitum de 
camundongos induz a expressão do RNAm em células 9B murinas diferenciadas 
de adipócitos marrons. Camundongos machos de 12 semanas foram submetidos 
ao protocolo de restrição dietética por um mês. A expressão de Ucp1 foi medida por 
RT-qPCR em células diferenciadas 9B, incubadas por 24h com 7,5% de um pool de 
soro dos camundongos pré-tratados (barras sem preenchimento) ou não (barras 
sólidas) com 50 μg/ml de proteinase K. Valores representam a média +/- SEM. Em A, 
**p<0,01, ***p<0,001 (Two-way ANOVA com pós teste de Bonferroni). AL, dieta Ad 
Libitum. RD, restrição dietética.  
 
5) Discussão 
Devido ao papel de UCP1 como estimulador do metabolismo energético, 
vários esforços estão sendo feitos com o intuito de encontrar novos moduladores 
desta molécula [34][43]. A formulação de novas drogas que têm UCP1 como alvo pode 
ser de grande importância como estratégia para combater a obesidade e 
consequentemente os efeitos negativos associados a esta doença [44]. Como 
moléculas circulantes são alvos mais fáceis para ação de drogas, foram utilizados 
soros de camundongos sob diversas condições como estratégia inicial para encontrar 
moduladores de Ucp1. Observamos que camundongos submetidos à restrição 
dietética não devem secretar um ou mais fator(es) capaz(es) de estimulam a 
expressão de Ucp1 em adipócitos marrons maduros, onde foi observada uma 
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correlação positiva entre os níveis do RNAm de Ucp1 e a dose do tratamento com 
soros coletados de animais que receberam dieta ad libitum, efeito que não é 
observado no tratamento das células com soro de animais submetidos à RD. A busca 
por esta(s) molécula(s) é o objetivo futuro e subsequente deste trabalho exploratório 
que visa caracterizar os efeitos deste soro no modelo celular de adipócitos.  
Não foi possível analisar o efeito destes soros no processo de diferenciação 
de adipócitos, pois, por motivos ainda incertos o tapete de células descola após alguns 
dias na presença dos soros murinos, mesmo com todos os fatores necessários para 
sua sobrevida, inclusive o soro fetal bovino. Esses dados indicam que estes soros 
podem apresentar algum composto que é tóxico para a célula, que inibe sua adesão 
ou promove uma alteração morfológica incompatível com a cultura em monocamada, 
semelhante a efeitos mostrados na literatura [45]. Outra possibilidade seria a presença 
de fatores que bloqueiam o processo de diferenciação de maneira muito acentuada, 
impedindo que o processo se complete. De qualquer maneira, entende-se que não 
seja possível analisar o efeito do soro em sua totalidade no processo de diferenciação 
dos adipócitos. Mesmo no caso da presença de uma molécula tóxica esta não tem 
efeito deletério importante no tratamento de 24 horas que realizamos em adipócitos 
maduros, uma vez que o grupo de adipócitos maduros tratados com o soro RD não 
apresentou nem descolamento nem maior morte celular indicada pela ativação da 
CASP3 ou por IP. Além disso, soro de camundongos parecem ter efeito deletério 
exclusivamente no estágio indiferenciado das células, uma vez que o tratamento por 
um período semelhante (72h) nestas células em estágio completamente diferenciado 
não apresenta nenhuma alteração da morfologia ou capacidade de adesão na placa 
de cultura. 
A semelhança dos níveis proteicos de CASP3 e de marcação de IP nos 
grupos de células tratadas com soro AL e RD também indica que a expressão reduzida 
de Ucp1 não está relacionada com morte celular. Outras vias que tradicionalmente 
estão associadas com a expressão de Ucp1 foram analisadas para observar se o soro 
de RD poderia afetá-las e, indiretamente, impedir a indução da expressão de Ucp1. 
Foi medida, então, a expressão do RNAm de alguns genes envolvidos na via 
diferenciação de adipócitos marrons e/ou da ativação da função termogênica desta 
célula, como Prdm16, Ppargc1a (PGC-1α) e Elovl3. Prdm16 é um gene envolvido no 
comprometimento das células Myf5+ em linhagens de adipócitos marrons [46] e, 
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consequentemente,  na expressão de genes termogênicos, além de ser necessário 
para o recrutamento de células beges no TAB, mas não do TAB perigonadal ou da 
subpopulação de células Myf5- do TAB inguinal [47]. Ppargc1a (PGC-1α) é um 
coativador transcricional que não é necessário para a diferenciação de adipócitos 
marrons, mas, até onde se sabe, essencial para a ativação do processo de 
termogênese típico do TAM induzido por frio [48]. Esta proteína também ativa vários 
fatores de transcrição que atuam em vias centrais da termogênese e da biogênese 
mitocondrial, comumente associada ao aumento de UCP1 [49]. Elovl3 é uma elongase 
de ácidos graxos de cadeia longa [50] e é uma das responsáveis pelo fenótipo de 
proteção ao frio durante o processo de recrutamento de adipócitos marrons, estando 
extremamente elevada em situação de exposição ao frio em camundongos [51]. Estes 
três genes estão intimamente relacionados com o fenótipo marrom e/ou com a 
ativação deste tipo celular. Ao contrário do esperado, a expressão de nenhum dos 
genes citados estava diferente entre os grupos estudados após 24 horas de 
incubação. Julgamos importante considerar se esta ativação gênica não havia 
acontecido em períodos anteriores a 24 horas, o que poderia explicar a expressão 
diferencial de Ucp1. Este não parece ser o caso, uma vez que nenhuma diferença na 
expressão dos mesmos genes foi detectada quando analisada nos períodos de 3h e 
6h horas de tratamento.  
Assim como PGC-1α citado acima, vários outros fatores estão comumente 
associados a via de ativação de UCP1 e da biogênese mitocondrial. A ativação crônica 
de PPARγ pode induzir UCP1 no TAM [52]  e está associada à biogênese mitocondrial 
no TAB [53]. Os receptores do hormônio tireoidiano (THRs) também possuem seu 
papel na modulação de ambas as vias [54]. A familiaridade de genes que modulam as 
duas vias e a ampla relação que há entre biogênese mitocondrial e a ativação da 
função do TAM faz com que a investigação do perfil mitocondrial seja um marcador 
indireto da ativação dessas vias comuns. Não foi observado aumento no potencial de 
membrana ou da massa mitocondrial no grupo AL, sendo que o último parâmetro 
mostrou um padrão até contrário ao esperado, indicando que se há uma indução da 
expressão de Ucp1 ela não deve acontecer por uma ativação do programa de 
biogênese mitocondrial.  
Assim, os dados indicam que pode haver uma regulação específica de 
Ucp1, porém o mecanismo pelo qual esta regulação acontece ainda não está claro e 
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será melhor investigado assim que a(s) molécula(s) responsável(is) por estes 
fenótipos for(em) identificada(s). A perspectiva da presença de uma ou mais 
moléculas que não parecem ter efeitos promíscuos na célula e que atua de forma 
específica sobre Ucp1 é positiva, uma vez que estas podem se tornar um alvo seletivo 
para drogas. A diferença encontrada somente no tratamento in vitro, e não no tecido 
do animal indica que outros fatores que induzem a expressão de Ucp1 podem estar 
agindo diretamente no TAM e no TAB no animal restrito, como por exemplo pela 
ativação do sistema nervoso simpático [31] ou pela infiltração e ação de eosinófilos e 
polarização de macrófagos M2 no tecido adiposo que, como já foi mostrado na 
literatura, são capazes de induzir “browning” no TAB pela liberação e sinalização de 
citocinas do tipo 2 em resposta à restrição calórica [41] ou por controlar o aporte local 
de catecolaminas [55]. 
Além disso, já foi descrito na literatura a possibilidade de moléculas 
apresentarem efeitos antagônicos no TAB e TAM, assim como acontece pela ação da 
proteína bone morphogenetic protein 4 (BMP4). Como foi mostrado, esta proteína é 
capaz de diminuir a atividade das células do TAM enquanto induz “browning” das 
células do TAB de camundongos [56]. Este efeito antagônico não é observado com o 
tratamento com o soro RD nas linhagens de células marrom (células 9B) e branca 
(células 9W), mostrando que qualquer(quaisquer) fator(es) presentes nestes soros 
podem agir de maneira semelhante nos dois tipos celulares e corroborando a hipótese 
de que outras vias podem estar atuando em um contexto onde há uma comunicação 
intertecidual mais complexa no animal.  
A conservação entre espécies dos efeitos observados com soro de 
roedores é fundamental para compreender a relevância do(s) fator(es) presentes 
nestes soros. Esta conservação foi observada em ratos Wistar, indicando que 
possivelmente seja uma molécula conservada em mamíferos. Contudo, testes com 
soros de humanos submetidos à restrição dietética ainda serão realizados para 
confirmar esta conservação e aumentar a relevância da busca por esta(s) molécula(s). 
Além disso, também é importante investigar se os efeitos são encontrados em células 
do tecido adiposo humano, uma vez que todas as análises neste estudo foram 
realizadas em linhagens celulares murinas. Além do soro de camundongo, que já está 
sendo caracterizado, entende-se que a possibilidade futura de se utilizar o soro dos 
ratos ou humanos como ferramenta adjacente para a que possamos encontrar a 
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molécula de interesse responsável pelo fenótipo é vantajosa, devido à baixa 
quantidade de soro que é possível coletar de um único camundongo 
(aproximadamente 150 μL) e a dificuldade técnica de manutenção de grande 
quantidade de animais em condição de dieta especial por um mês. 
Foi observado que o tratamento com SFB apresentou um padrão de 
resposta inversa ao soro AL, promovendo a inibição de Ucp1 de forma concentração-
dependente, indicando que o(s) fator(es) presente(s) no soro AL também não deve(m) 
estar presente(s) no SFB, ou deve(m) ser sobreposto(s) por algum fator inibitório. Isto 
indica que o SFB pode se apresentar como um facilitador na busca da molécula de 
interesse. 
Não foi possível observar diferença funcional quando realizado o ensaio de 
respiração celular após o tratamento com soro de ratos e camundongos submetidos 
ou não à RD, indicando que em uma situação basal de um adipócito marrom maduro 
ativo, as diferenças de RNAm de Ucp1 não representam nenhum efeito funcional, ou 
até mesmo que as células tratadas com soro RD estão funcionalmente mais eficientes. 
Os níveis proteicos das células após a incubação com os soros ainda devem ser 
analisados. Apesar desta resposta funcional não ter sido evidente, algumas hipóteses 
foram levantadas para explicar os fenômenos observados nos ensaios de respiração 
celular. 
Uma primeira hipótese levantada para explicar a baixa ou nenhuma ação 
de algumas drogas nas análises seria que estas, por ter características hidrofóbicas, 
não estariam conseguindo agir completamente nos adipócitos, que possuem uma alta 
carga lipídica na sua constituição. Sendo a antimicina a única molécula solúvel em 
etanol, sua ação seria mais evidente que as demais. Esta hipótese não parece muito 
provável, uma vez que já havia sido possível observar os efeitos do cccp nas mesmas 
células anteriormente. De qualquer maneira, uma forma de confirmar se esta 
característica hidrofóbica das moléculas prejudica sua ação neste tipo celular, seria 
possível realizar o isolamento das mitocôndrias destas células após a incubação com 
os soros e analisar a respiração mitocondrial.  
Uma segunda hipótese é de que as células utilizadas nas análises já 
haviam atingido a sua capacidade máxima respiratória e que a maior parte se sua 
respiração é advinda de seu elevado desacoplamento. É possível observar que a 
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respiração basal destas células no ensaio do seahorse é extremamente elevada, 
tendo o OCR variado de 1320 a 1520 pmol/min. O esperado para um adipócito branco 
diferenciado da linhagem 3T3-L1 é de 160 a 240 pmol/min, de acordo com o manual 
do fabricante. A princípio, este fenômeno já seria esperado, uma vez que os adipócitos 
marrons são metabolicamente muito mais ativos do que os brancos e com um alto 
índice de desacoplamento, uma característica clássica deste tipo celular. Não é 
inesperado, portanto que a baixa ação da oligomicina seja explicada pela presença 
de um alto desacoplamento basal.  
O fenômeno descrito acima (alto desacoplamento e alta respiração) poderia 
também explicar a impossibilidade de aumentar a respiração máxima celular com 
CCCP e poderia prejudicar a análise da funcionalidade de UCP1, pois mesmo com 
um maior número de desacopladores funcionais não seria detectada nenhuma 
diferença, já que não seria possível elevar ainda mais a capacidade respiratória da 
célula. Caso esta hipótese seja verdadeira, seria possível concluir que o modelo 
celular estudado não é o melhor para analisar a capacidade funcional termogênica da 
célula na presença dos soros de camundongo. Para tal, poderia ser realizado o 
mesmo teste em células que não estivessem atingido sua capacidade máxima, como, 
por exemplo, utilizar o mesmo tipo celular 9B cuja diferenciação ocorreu na ausência 
de rosiglitazona (um potente indutor de UCP1). Outra possibilidade seria utilizar outra 
linhagem celular. Foi já foi observado anteriormente em nosso laboratório, células 9W 
diferenciadas de maneira a apresentar um fenótipo bege apresentam um índice 
detectável de Ucp1, uma alta respiração basal, mas um menor extravasamento de 
prótons basal, indicando que este talvez seja um modelo mais adequado para as 
análises. Contudo, seria necessário primeiramente confirmar se soros murinos 
possuem o mesmo efeito na expressão de Ucp1 nesta linhagem celular que na 
linhagem 9B.  
Outra hipótese levantada foi de que não houvesse como elevar a 
respiração por CCCP na presença do ácido retinóico. Esta última hipótese não 
parecida verdadeira, pois quando o ensaio de respiração em células 9B diferenciadas 
foi realizado em paralelo na presença ou ausência de ácido retinóico, foi possível 
observar aumento da respiração de maneira bastante semelhante entre os grupos. 
Apesar disso, isto ocorreu em células que não haviam sido expostas ao soro de 
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camundongo e é possível que a presença de diferentes tipos de soro afete seu 
fenótipo de maneira diferente. 
De qualquer maneira, a ausência de diferenças funcionais entre os efeitos 
dos soros poderia acontecer ou porque é necessária uma ativação externa para a 
observação do fenótipo ou porque a célula já atingiu sua capacidade máxima 
respiratória, ambas as possibilidades devem ser devidamente avaliadas em modelos 
celulares mais adequados. 
A análise do efeito do soro em sua totalidade, contudo, talvez não seja a 
melhor estratégia para analisar funcionalidade, visto que sua complexidade e a 
presença de muitos fatores dificultam a dissociação de variáveis e uma análise 
farmacológica robusta. Vistas as diversas variáveis encontradas nas análises 
funcionais, acredita-se que o ideal seria investigar os candidatos no soro responsáveis 
pelos efeitos no transcrito de Ucp1. Isolando o(s) composto(s), seria possível obter 
uma resposta farmacológica muito mais potente, o que permitiria distinguir e estudar 
sua ação no metabolismo celular.  
Para tal, foi iniciada a investigação das características da(as) molécula(s) 
alvo responsáveis pela modulação do transcrito de Ucp1. Foi observado que o efeito 
responsável por este fenótipo in vitro são provenientes de uma molécula de proteica, 
ou dependente da ação de uma proteína. Esta não age dependentemente da via β-
adrenérgica. Desta forma, estas características observadas auxiliam no rastreamento 
desta(s) nova(s) molécula(s) e em seu(s) mecanismos de ação.  
 
6) Conclusão 
Em conclusão, o estudo indicou até o momento que há uma ou mais 
moléculas presentes no soro AL e ausentes ou muito diminuídas no soro RD, capazes 
de modular Ucp1 em adipócitos marrons maduros. Estas não apresentam efeitos na 
respiração evidentes em situação basal, indicando que no contexto da complexidade 
do soro não tem efeitos funcionais. Essa molécula ou moléculas são de natureza 
proteica, ou estão associadas a uma proteína. Além disso, não agem via β-
adrenérgica ou por vias que atuam ativando PKA, podendo representar estimuladores 
específicos da transcrição de Ucp1 ou um estabilizador do transcrito. Seus efeitos são 
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mascarados quando observados no animal submetido à RD devido à complexidade 
da regulação das vias termogênicas. De qualquer forma, a identificação do(s) 
componente(s) sérico(s) que modula(m) a expressão de Ucp1 pode levar a bons alvos 
para investigação e desenvolvimento de estratégias farmacológicas mais eficientes e 
seguras que possam ajudar a combater a obesidade e suas complicações.   
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7) Metodologia 
7.1. Cuidados com os animais de experimentação e dietas especiais: 
Camundongos C57BL/6J (obtidos do biotério do –CEMIB-UNICAMP) foram mantidos 
no biotério do Departamento de Bioquímica e Biologia Tecidual da UNICAMP em ciclo 
claro/escuro de 12h/12h, com acesso ad libitum à água potável e à alimentação de 
ração animal até a data da eutanásia, caso não seja indicado de outra forma. Somente 
animais machos foram utilizados neste estudo. No caso de restrição dietética (RD), o 
protocolo foi realizado como o do National Institute of Aging (NIA) [58]. Em resumo, a 
dieta foi iniciada com 14 semanas de idade. A oferta foi iniciada com uma restrição de 
10% na ingestão alimentar (sempre referente à ingestão média do grupo ad libitum), 
com restrição de 25% na segunda semana e 40% na terceira semana, que foi mantida 
até o final da quarta semana (28 dias no total). Toda dieta de restrição foi 
suplementada com 40% a mais de vitaminas para evitar malnutrição. Após este 
período de um mês de tratamento, os animais foram eutanasiados por decapitação e 
o sangue do animal foi coletado, para subsequente separação do soro por 
centrifugação. Os seguintes órgãos também foram recolhidos: tecido adiposo marrom 
interescapular e subcutâneo inguinal. Os tecidos foram congelados em gelo seco e 
estocados a -80ºC até a sua utilização. 
7.2. Ucp1-luc TAM: As células Ucp1-luc TAM foram geradas, caracterizadas e 
doadas por Galmozzi et al., 2014 [34]. Pré-adipócitos imortalizados oriundos do tecido  
adiposo interescapular (células 9B) e subcutâneo (células 9W) foram gerados pelo 
grupo e descritos em [59].  
7.3. Diferenciação de pré-adipócitos: Pré-adipócitos imortalizados foram 
incubados em DMEM, 10% SFB (soro fetal bovino), penicilina (100 U/L), 
estreptomicina (100 μg/mL), puromicina (2 μg/mL) e fungisona (50 μg/ mL) (meio de 
cultura) em atmosfera saturada de umidade e 5% CO2 a 37°C. Foi considerado o dia 
0 quando atingida 100% de confluência. No dia 2, a diferenciação foi induzida com 
meio de cultura contendo os seguintes fármacos: insulina (20nM), 3-isobutil-1-
metilxantina (IBMX) (500 µM), T3 (1nM), indometacina (125µM), dexametasona (1µM) 
e rosiglitasona (1µg/mL). No dia 4 o meio foi trocado por meio de cultura contendo 
insulina, T3 e rosiglitasona nas mesmas concentrações anteriores. No dia 6, o meio 
foi trocado por meio de cultura contendo insulina e rosiglitasona. No dia 8 o meio foi 
substituído por meio de cultura [60]. 
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7.4. Tratamento das células com soros e medição da atividade da luciferase: A 
células foram diferenciadas assim como descrito acima. No dia 9, o soro fetal bovino 
foi substituído pelo soro dos roedores na concentração de 5 ou 7,5%, a não ser nos 
experimentos de titulação onde diferentes concentrações foram testadas. Após 24 
horas de tratamento, as células foram lisadas com o reagente apropriado e o extrato 
foi congelado a -80°C para posterior análise. Para a medição da atividade da 
luciferase, as células foram lisadas em reagente de lise de cultura de célula (Promega) 
e a atividade da luciferase foi quantificada pelo sistema de ensaio de luciferase 
(Promega). A atividade foi medida usando o modo de leitor de luminescência no 
equipamentoVICTOR™ X3 Multilabel Plate Reader (Perkin-Elmer Wallac, Turku, 
Finland) com 1 segundo de exposição [34].  
7.5. Expressão gênica: O RNA total foi extraído com o reagente TRIzol (Thermo 
Fisher Scientific) segundo o manual do fabricante. A partir desta amostra foi 
sintetizado cDNA com a trancriptase reversa Multiscribe (Thermo Fisher Scientific) e 
hexâmeros randômicos. O qPCR foi realizado utilizando o reagente 2x SYBR green 
Master Mix e pares de primers para os genes de interesse. Esses são: Ucp1, Prdm16, 
Ppargc1a (PGC-1α), Elovl3. A expressão relativa do RNAm foi determinada pelo 
cálculo do 2-ΔCt com o normalizador endógeno 36b4. Esses procedimentos foram 
realizados antes pelo laboratório e publicados em [35]. As sequências dos primers 
utilizados estão descritas na tabela abaixo (Tabela 1). 
Tabela 1. Sequência dos primers utilizados para a análise dos transcritos 
analisados neste trabalho. 
Gene Sequência Forward Sequência Reverse 
Ucp1 CTGCCAGGACAGTACCCAAG TCAGCTGTTCAAAGCACACA 
Prdm16 ACATCCGTGTAGCGTGTTC GCACCAACAGTTCCTCTCCA 
Ppargc1a 
(PGC-1α) 
CCCCTGCCATTGTTAAGACC TGCTGCTGTTCCTGTTTTC 
Elovl3 
GGACTTAAGGCCCTTTTTGG TTCCGCGTTCTCATGTAGT 
36b4 
TTTGACAACGGCAGCATTTA CCATTGATGATGGAGTGTGG 
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7.6. Western blotting: As células ou tecidos foram homogeneizados no tampão 
RIPA (radioimmunoprecipitation assay) contendo 0,5% NP-40, 0,1% SDS, 150 mM 
NaCl, 50 mM Tris-Cl, pH 7,5, e inibidores de protease (Pierce Biotechnology) e 
fosfatase (ortovanadato de sódio – concentração final de 1mM, pH10). O lisado foi 
submetido à eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e transferido para uma 
membrada de PVDF (Thermo Fisher Scientific). Em seguida, a membrana foi 
bloqueada com StartingBlock (ThermoScientific, Pierce) e então incubada com os 
anticorpos apropriados na mesma solução, seguida pela incubação com anticorpo 
secundário conjugado a HRP e detecção quimioluminescente [61]. 
7.7. Atividade enzimática da citrato sintase: Foi adicionado 1µg das amostras de 
extrato celular em triplicata em solução tampão (100mM Tris HCl, pH 8,1) contendo 
Acetil-CoA (100µM) e DTNB (100µM). A absorbância basal medida em 412 nm foi 
analisada em espectrofotômetro de placas SpectraMax i3x (Molecular Devices) por 5 
minutos (a cada 11 segundos). Uma segunda medida foi realizada após a adição de 
oxaloacetato (250 µM), similar a anterior, porém por 40 minutos, para a obtenção 
cinética da curva enzimática (gerada pelo produto TNB). A média dos valores da 
primeira medida (basal) foram subtraídos da segunda medida. O valor da atividade da 
citrato sintase foi obtido com base na cinética da curva obtida, excluindo o valor médio 
da atividade basal de cada grupo medida  antes do processo [62]. 
7.8. Respiração celular (Seahorse Flux Analyzer): Utilizando o analisador de 
fluxo extracelular Seahorse Bioscience XFe24, foi medida a tensão de O2 
imediatamente ao redor das células por biosensores óticos fluorescentes embebidos 
em um cartucho estéril descartável, colocado sobre os poços da microplaca durante 
o ensaio. A taxa de consumo de oxigênio (OCR) foi calculada pelo consumo de O2 em 
função do tempo (pmol.min-1). A OCR foi medida durante 4 minutos por quatro vezes 
em intervalos de tempo de 10 minutos. Primeiramente, a respiração celular foi medida 
sem nenhum aditivo. Depois, foi medido o turnover de ATP em resposta à adição de 
oligomicina (2,5 µM). A respiração máxima foi medida após estimulação com CCCP 
(12 µM). Finalmente, a respiração mitocondrial foi bloqueada pela adição de rotenona 
(1 µM) e antimicina (1 µM) e a OCR residual foi considerada como a respiração não-
mitocondrial. O vazamento de prótons (estimativa de desacoplamento) foi calculado 
pela subtração do turnover de ATP da respiração mitocondrial basal. Esses 
procedimentos foram realizados antes pelo laboratório e publicados em [35] 
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7.9. Respiração celular (Oroboros): As células foram tripsinizadas e analizadas 
em quipamento Oxygraph-2k (O2k,OROBOROS Instruments, Innsbruck, Austria). 
Cada análise continha de 100.000 a 200.000 células. O consumo de O2 em função do 
tempo (pmol.min-1) foi medido em situação basal ou após a adição oligomicina (2,5 
µM),  ácido retinóico all trans (50 µM), CCCP (12 µM), rotenona (1 µM) e antimicina (1 
µM).  
7.10. Análise estatística: Os resultados foram expressos pela média +/- erro 
padrão. Foi aplicado o teste t student para análises estatísticas entre 2 grupos e o 
teste One-way ANOVA quando foram comparados mais de 2 grupos, ambos seguidos 
de teste post-hoc adequado para a análise. Para a análise do ensaio da atividade da 
citrato sintase foi realizado teste de cinética enzimática por Michaelis-Menten e foi 
analisada a similaridade entre as curvas pelos parâmetros Km e Vmáx. Foram 
considerados estatisticamente significantes valores de P<0,05. 
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Anexo 1 – Formulário de aprovação do Comitê de Ética Animal (CEUA) para 
manipulação de camundongos C57BL/6J. 
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Anexo 2 – Formulário de aprovação do Comitê de Ética Animal (CEUA) para 
manipulação de ratos Wistar. 
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